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論 文 内容 の要 旨
有性生殖は多くの動物で見られる生殖様式であり、受精 により新たな個 体発生を開始する。現在までに報告されて
いる全ての動物卵において、この時受精 に伴う卵内遊離Ca2+濃度の上昇が起こる。この卵 内Ca2+上昇により卵 は活性
化され、初期発生に必要な様 々な細胞 内反応が開始する。後 口動物 における卵内Ca2+上昇パターンは、精子の到達
部位から開始し、対極 に向かって卵全体 に伝わるCa2+waveである。哺乳類やホヤ類では、これに続いて周期的な
Ca2+上昇(Ca2+oscillation)が起こる。これらのCa2+上昇は、主にイノシトー ル三リン酸(IP,)が小胞体上のIP3レセプター
に作用することによる、小胞体からのCa2+放出によると考えられている。IP3は、ホスホリパーゼC(PLC)の作用 により、ホ
スファチジルイノシトー ル4,5ニリン酸が分解される際に産生される。また、前 口動物の多くは受精時に、卵細胞膜電
位依存性Ca2+チャネルを介した卵外からのCa2+流入機構によるCa2+上昇を示す事が知られている。このCa2+上昇は、
卵表全体で開始するパターンを示す。
受精時 に卵 は精子からのどのようなシグナル伝達 によりCa2+上昇が誘起されるのか、その機構 は動物によって異
なっている。現在主に二つの仮説があり、それらは融合タイプとレセプタータイプである。融合タイプは、卵内への精子
侵入 により精子 因子が直接卵内に伝わりCa2+上昇が誘起される。レセプタータイプでは卵表のレセプターと精子因子
との結 合によって、卵細胞膜 を介したシグナル伝達 が行なわれる。精 子因子が卵表のレセプターに結合 すると、
G-proteinおよび/またはproteintyrosinekinase(1=TK)が活性化され、その下流にあるPLCの活性化 によりIP,が産生
される。
環形動物を用いた受精の研究は、卵 内への精子侵入機構 及び卵活性化機構 の研究に先駆的な知見をもたらし
てきた。精 子侵入 に先行 して卵細 胞 質突 起が形 成され 、精子 は卵 表 に新 たに形成 され たこの卵細 胞 質突 起
(cytoplasmicprotrusiQn)中に侵入する。環形動物ツバサゴカイ卵のCa2+上昇は、後 口動物と同様にIP3によるものと考
えられている。一方では電位依存性Ca2+チャネルによるCa2+流入機構 が機能していることも示唆されている。受精時の
精子侵入及び卵活性 化に伴うCa2+上昇には卵 内における様々なCa2+遊離機 構が協調して機能していることが考えら
れ、それらがどのように相互に関連しているのか明らかにするためには、精子侵入時の卵表変化の顕著な環形動物は
良い材料となる。そこで本研究では環形動物多毛類エラコ(Pseudopotamt71aoecelata)を材料に用いることにより、受精
時の卵内Ca2+上昇機構 とその役割、およびそれに関連した精子から卵へのシグナル伝達 について研究、考察を行っ
た。
エラコの受精可能な成熟卵は、第一減数分裂中期である。エラコの成熟卵は受精前から既に卵膜が上昇し卵表
との問に囲卵腔を形成していた。この囲卵腔中には、多数の原形質突起が存在した。受精過程では、精子が卵膜に
付着するとその直下の卵細胞質が囲卵腔中に突出し、卵細胞質突起を形成した。この卵細胞質突起は囲卵腔中を
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'卵膜 に付着するまで伸長 し、精子は卵細胞質突起 内に侵入した。その後、卵細胞質突起は縮小し、卵は球形に戻り、
受精10分後には第一極体、30分後 には第二極体を放 出し、初期卵割へと進んだ。
精子の卵膜への付着から卵細胞質突起への侵入時に、卵内では2段 階のCa2'上昇が発 生した(図1)。第一段階
のCa2+上昇は、受精する精子の直下で発 生し、卵全体に広がらない局所的なCa2+上昇であった。このCa2+上昇は
U73122により阻害される事、IP3の注入により人工的に誘起される事から、IP3を介した卵内からのCa2+放出機構 による
事が示唆された。第二段階のCa2+上昇は、卵表全体で起こるCa2+上昇であり、電位依存性Ca2+チャネル 阻害剤D-600
や卵外Ca2+を除去すると阻害され、K+rich海水により人工的な膜電位変化を誘起することでミミック出来ることから卵外
からのCa2梳入による事が示唆された。それぞれのCa2+上昇は、エラコの受精過程において異なる役割を担っており、
第一段階の局所Ca2+上昇は精子の卵内への侵入 に必要な卵細胞質突起の形成を誘導する機能を持っていた。第二
段階の全体Ca2+上昇により、卵細胞質突起が縮小し極体は形成され、減数分裂が再開(卵が活性化)した。
これらのCa2+上昇がどのような精子と卵の相互作用により誘起されるのか明らかにする為 、水溶性の精子抽 出液
(SE;spermextract)を作成 した。SEは卵外から添加することにより卵内Ca2+⊥昇を誘起した。このCa2+上昇は、PLC阻
害剤U73122により阻害され、卵外液Ca2+の有無に影響を受けない事から、受精時の第一段階の局所Ca2+上昇と同様
に、IP,を介する卵内からのCa2倣出である事が示唆された。SEを卵表に局所的に作用させると、受精時と同様の局所
的なCa2+上昇が誘起され、卵細胞質突起も形成 された。しかしSEは受精時の第二段階の全体Ca2+上昇を誘起しない
事から、第一段階及び第二段階のCa2+上昇機構は独 立した精子刺激により開始する事が示唆された。
SEが卵外からの作用 によりCa2+上昇を誘起する事から、第一段階の局所Ca2+上昇には、レセプターを介したシグ
ナル伝達機構が関与する事が考えられる。エラコの卵において、非分解型のGDPであるGDPβSによるG-proteinの
阻害は、SEによるCaL'+上昇だけでなく、受精時の第一段階の局所Ca2⊥上昇も阻害した。更に非分解型のGTPである
GTPγSは、卵内へ注射するとCa2+上昇を誘起した。この時にGTPγSを卵表層付近に注射した場合の方が、卵中央
付近に注射した時に比べてCa2+反応が大きかった。対照的に、PTK阻害剤、genistein、PP2、herbimycinAは、SEによ
るCa2+上昇、受精時の第一段階の局所Ca2+上昇ともに阻害効果は見られなかった。これらの事から、エラコの第一段
階の局所Ca2+上昇は、卵表のレセプター、G-pr。tein/PLCを介した卵外からの刺激 による卵内Ca2+放出機構 によるも
のであると考えられた(図2)。
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図Lエ ラコ卵受 精 時 の2段 階Ca2+上昇 とその役 割 。精 子 が卵膜 に付 着す ると、そ の直 下で局 所 的なCa2'上昇
(First-stepCa2+increase)が開始 す る。このCa2+上昇 は 、イノシトール 三リン酸(IP,)を介 する卵 内か らのCa2+放出機 構
であり、卵 細胞 質 突起(CP)の形 成 を誘 導 する。精 子 がCP内 に侵 入す ると電 位 依 存性Ca2+チャネル を介 した卵 外か ら
のCa2+流入 による卵全 体 でのCa2'k昇(Second-stepCa2+increase)が開始 し、CPの縮 小 とともに減 数 分 裂が再 開す
る。
図.2 エラコ卵受精 時におけるレセプターを介した第一段階の局所Ca2+反応。精子は卵膜(VE)に付着後、原形
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質 突 起(MV)先端 の精 子 レセ プター に精子 因子(spe㎜factor)を介 して結 合 す る。そ の結 果 、レセプ ター連 結 型 の
G-proteinが活 性化 され、直接 または間接 的 にホスホリパ ー ゼCβ(PLCβ)を 活性 化 する。PLCβは卵 内でイノシトー
ル 三リン酸(IP3)を産生 し、局所 的なCa2+放出(First-stepCa2+increase)が起こり卵 細 胞質 突 起形 成(CPformation)を誘
導す る。
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論文審査結果の要旨
環形動物エラコ卵を用いて受精時の精子侵入及び卵活性化における卵内カル シウムイオン(Ca2+)
の機能にっいて解析を行った。受精直後に卵内Ca2の上昇が起こり、これが卵の活性化及び個体発
生の開始に必要不可欠な条件であることは、現在までに例外のない普遍的な事実 として生物学上極
めて重要な現象である。一般に受精時に卵内では複数のCa2+遊離機構が機能するが、従来はそれ ら
は卵活性化に機能するとい う観点か らの解析が行われてきた。受精過程は精子の卵表への結合、卵
外囲構造の通過、卵内への侵入を経て、両性前核の融合に至る反応であ り、この過程で卵の活性化
が起こる。そこで一連の受精過程における個々の段階において卵内Ca2+上昇がそれぞれどのように
関与するのか解析を行 うことは、従来はなかった独創的な発想である。
まず様々な受精機構を報告 した従来の知見から、受精反応 におけるそれぞれのステップ(精 子侵
入反応、卵の活性化反応)が 明確に区別出来る環形動物卵の受精に着 目し、環形動物の中で入手及
び飼育の容易なエラコの配偶子を受精時の卵内Ca2+濃度変化を測定可能な研究材料として開発 した。
一年を通して受精発生実験に供することが出来る海産無脊椎動物類は少ないが、環形動物はエ ラコ
の開発により初めて受精発生の研究材料 としての提供が可能 となった。次に受精時の精子による卵
内Ca2+上昇機構を詳細に解析 し、精子侵入に関与す るCa2+上昇 と卵活性化に関与するCa2+上昇は異な
る精子因子及び卵内Ca2+遊離機構 が関与することを明らかにした。精子侵入に関与するCa2+上昇はエ
ラコ精子抽出物を調製 し、これを卵表に局所的に作用 させ ることにより誘起されたことか ら、精子
と卵の両性配偶子間の膜融合に先行 して起こる現象であることを明らかにした。さらに精子侵入に
関与するCa2+上昇が卵の活性を伴わない独立した反応であることを示 したことは、従来報告されて
いない重要な知見である。卵表に精子因子 レセプターが存在 し卵内Ca2'L昇に関与す る可能性はモ
デル としては既に提唱されていたが、 レセプターを介 したCa2+上昇機構及びその リガン ドの特性を
明らかにす ることでその存在を明確に示 した。
受精時の卵活性化に関与する卵内Ca2+上昇機構について、現在の不明確な問題点を整理 しそれを
解決す るための材料を選択開発 し、これを用いて上記結論を導いたプロセスは、中野剛が自立して
研究活動を行 うに必要な高度の研究能力 と学識を有することを示 している。 したがって、中野剛提
出の論文は、博士(生 命科学)の 博士論文として合格と認める。
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